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 RESUMO 
 
Recentemente, demonstrou-se que o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico 
(TMDC), extraído de Piper tuberculatum, possui efeito antinociceptivo 
significante quando testado no modelo do ácido acético. Este estudo visa 
confirmar esta atividade, bem como estender os dados sobre este composto. 
Os animais (ratos Wistar e camundongos Swiss) foram tratados via i.p. com o 
TMDC, em diferentes doses, 30 min antes da realização dos testes. O modelo 
inicial escolhido foi a nocicepção induzida pela injeção i.pl. de formalina, que 
permite avaliar dois tipos distintos de nocicepção. O TMDC reduziu o 
comportamento nociceptivo relativo à primeira fase deste modelo (Inibição: 72 
+ 5%), porém não foi capaz de reduzir a segunda fase desta nocicepção. No 
modelo de nocicepção induzida pela injeção i.pl. de glutamato, o TMDC 
mostrou-se eficaz na dose de 10 mg/kg (Inibição: 42 + 10%). O efeito anti-
hiperalgésico (térmico e mecânico) do TMDC foi testado frente a administração 
de BK, PGE2, Cg e PMA, e verificou-se que este reverteu as hiperalgesias 
induzidas pela BK e pelo PMA. A participação do sistema de cininas no efeito 
antinociceptivo do TMDC foi verificado através da injeção i.pl. de BK em ratos e 
da injeção i.t. de BK em camundongos, sendo que o composto foi capaz de 
inibir apenas o comportamento nociceptivo induzido pela injeção i.t. (Inibição: 
67 ± 11%). Dentre os receptores TRP, apenas o TRPV1 parece estar envolvido 
no efeito antinociceptivo do TMDC, uma vez que o TMDC foi capaz de inibir a 
nocicepção induzida pela injeção i.pl. de capsaicina (Inibição: 63 ± 6%), mas 
não de cinamaldeído (agonista TRPA1) e mentol (agonista TRPM8). O efeito 
antinociceptivo do TMDC não está relacionado a nenhum efeito inespecífico, 
visto que não altera a atividade locomotora dos animais nos testes da barra 
giratória e campo aberto. Em conjunto, esses dados sugerem a interação direta 
ou indireta do TMDC com receptores importantes envolvidos na transmissão 
dolorosa, bem como apontam para a utilização do ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico e da P. tuberculatum como medicamentos úteis para a 
intervenção e controle da dor. 
Palavras-chave: Piper tuberculatum, nocicepção, TMDC. 
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 1  INTRODUÇÃO 
 
1.1  Plantas medicinais 
 
Desde a antiguidade, o homem busca na natureza recursos para 
melhorar suas próprias condições de vida, aumentando sua chance de 
sobrevivência. O uso das plantas como alimento sempre existiu, e a este se 
incorporou a busca de matéria prima para confecção de roupas e ferramentas. 
A observação das variações sazonais mostradas pelas plantas provocou um 
deslumbramento em seus observadores, que culminou por criar um respeito 
místico às plantas. Assim, plantas com propriedades alucinógenas logo foram 
incorporadas aos rituais religiosos, e a elas foram atribuídas propriedades 
mágicas de colocar os homens em contato com os deuses (Lorenzi; Matos, 
2002). O ópio, extraído da papoula (Papaver somniferum), era comumente 
utilizado pelos sacerdotes sumerianos em seus rituais e para aliviar a dor em 
doentes agonizantes – daí serem considerados representantes de Deus ou 
ainda deuses da morte (Brownstein, 1993). Ao longo dos anos, alguns 
observadores perceberam que uma erva capaz de induzir sonolência seria 
também capaz de acalmar, quando usada em doses menores. O papiro de 
Ebers (1500 A.C.) descreve um “remédio para acabar com o choro de crianças” 
feito a partir da papoula (P. somniferum) (Brownstein, 1993). Deste modo, o 
conhecimento sobre a propriedade medicinal da flora foi passado ao longo de 
gerações, que em conjunto com os mitos e rituais, formavam parte importante 
das culturas locais. 
 Os primeiros europeus que chegaram ao Brasil se depararam com uma 
grande quantidade de plantas medicinais utilizadas pelas inúmeras tribos 
indígenas que aqui viviam. Tais conhecimentos foram logo absorvidos pelos 
europeus que passaram a viver no país, dada a necessidade de se viver do 
que a natureza oferecia localmente. Além disso, muitas plantas conhecidas no 
velho mundo por sua propriedades medicinais levaram os europeus a testarem 
usos similares para as espécies nativas proximamente relacionadas (Mors et 
al., 2000). 
 Com o início da industrialização no século XX e subsequente 
urbanização do Brasil, o conhecimento tradicional passou a ser posto em 
 segundo plano, aliado ao afastamento entre o estudo das plantas medicinais e 
o restante da ciência. Este afastamento ocorreu devido à ampla resistência da 
ciência em aceitar as profundas alterações que tanto a sistemática quanto a 
medicina experimentaram no final de século XIX e todo o século XX (Lorenzi; 
Matos, 2002). Além disso, o estudo das plantas medicinais, fortemente 
baseado em estudos clássicos, mostrou uma grande resistência inicial em 
acompanhar as grandes revoluções científicas ocorridas neste período. 
 Nos últimos anos, as novas tendências globais no que diz respeito a 
uma preocupação com a biodiversidade e a idéia de desenvolvimento 
sustentável despertou novamente um interesse geral na fitoterapia. Até a 
década de 70 as grandes indústrias farmacêuticas não tinham qualquer projeto 
de pesquisa na área de produtos naturais. Atualmente, porém, pelo menos 
metade das 250 maiores companias farmacêuticas do mundo financiam 
programas de pesquisa nesta área (Yunes; Calixto, 2001; Pinto et al., 2002). 
Em algumas áreas, como no tratamento do câncer, cerca de 60% dos 
medicamentos disponíveis no mercado ou em fase clínica de desenvolvimento 
são derivados de produtos naturais, principalmente de plantas (Calixto, 2000). 
Acompanhando esta mudança, novas linhas de pesquisa foram 
estabelecidas nas Universidades – consideradas centros de pesquisa na área 
de produtos naturais e no descobrimento de novas entidades químicas – em 
busca de bases mais sólidas para a validação científica do uso de plantas 
medicinais (McCurdy; Scully, 2005). Além disso, a produção e utilização de 
fitoterápicos padronizados, com seus benefícios comprovados e de alta 
qualidade, podem facilitar o acesso da população a medicamentos seguros, 
facilitando o crescimento da fitomedicina nacional (Elizabetsky; Costa-Campos, 
1996). 
O Brasil é o país com maior diversidade genética vegetal no mundo, com 
mais de 55.000 espécies catalogadas – aproximadamente 20% da diversidade 
biológica vegetal do planeta – fornecendo um potencial imenso para a pesquisa 
e desenvolvimento de novos medicamentos (Calixto, 2000). As duas principais 
vias de identificação de plantas com atividade biológica são o conhecimento 
das práticas tradicionais (ou etnofarmacologia), e a triagem aleatória de 
plantas, sendo a primeira mais vantajosa por permitir o planejamento da 
 pesquisa de novos fármacos a partir do conhecimento empírico já existente 
(Yunes; Calixto, 2001).  
 
1.2  Família Piperaceae e Gênero Piper 
  
A família Piperaceae, classificada entre as mais primitivas famílias de 
angiospermas, é constituída de 10 a 12 gêneros e um grande e incerto número 
de espécies, estimado entre 1.400 e 2.000, que habitam lugares úmidos e 
sombrios das regiões tropicais (Cronquist, 1981; Joly, 1991). As plantas 
pertencentes a esta família possuem importância econômica, ecológica e 
medicinal, sendo que muitas espécies tem sido utilizadas na alimentação e na 
medicina popular para o tratamento de muitas patologias do aparelho 
respiratório (asma, bronquite e tosse), do aparelho digestivo (dores abdominais 
e diarréias), e doenças venéreas. São também utilizadas como antiinflamatória 
(reumatismo), antimicrobiana (antibacterianas, antifúngicas, tratamento de 
feridas), antileucêmica e anti-helmíntica (Leal, 2000). Em virtude destas 
inúmeras indicações terapêuticas, as Piperaceaes constituem uma fonte 
interessante para a pesquisa fitoquímica e biológica (Benevides et al., 1999; 
Moreira et al., 1995). 
A família Piperaceae, no Brasil, é representada praticamente em todos 
os estados do país, principalmente pela espécie Piper nigrum, a pimenta do 
reino, que fora introduzida no século XVII pelos portugueses. Tomando-se 
apenas o estado do Ceará como exemplo, são compreendidos 35 taxa da 
família Piperaceae distribuídos em quatro gêneros: Ottonia, Pothomorphe, 
Peperomia e Piper (Guimarães; Giordiano, 2004). Muitas destas espécies são 
utilizadas popularmente como condimento (principalmente os frutos), 
ornamentação e por suas propriedades medicinais – através de chás, infusão, 
banhos aromáticos, tanto das raízes quanto do caule e dos frutos (Guimarães; 
Giordiano, 2004). 
O gênero Piper tem mais de 1.000 espécies que se distribuem 
geograficamente pelas regiões subtropicais (Dyer et al., 2004), tropicais e 
temperadas dos dois hemisférios (Guimarães; Giordiano, 2004). Este gênero 
apresenta uma das maiores diversidades de taxa nos países neotropicais, em 
que corresponde a cerca de 2/3 de todas as espécies neles descritas. Muitas 
 plantas deste gênero crescem em florestas quentes, úmidas e com alto índice 
pluviométrico. Aproximadamente, 300 espécies são endêmicas do sudeste da 
Ásia, incluindo o leste das ilhas da Índia e o norte da Austrália. Na América 
Central, há ocorrência de cerca de 90 espécies na Península Osa na Costa 
Rica, como também em alguns países da América do Sul (Dyer et al., 2004). 
No Brasil ocorrem cerca de 266 espécies do gênero Piper (Guimarães; 
Giordiano, 2004). Em geral, são sub-arbustos, arbustos ou arvoretas com 1 a 5 
metros, podendo atingir até 10 metros de altura. Os caules são mais ou menos 
lignificados, nodosos e ramosos. As folhas possuem pecíolo longo e se 
apresentam alternas no caule. O limbo é simples e a sua margem é inteira, 
apresentam diferentes formas e  tamanho variável, podendo atingir em 
algumas espécies até 40 cm de comprimento. As flores são sésseis, dispostas 
em espigas opostas às folhas, variando de comprimento e espessura, e os 
frutos são drupas globosas com pericarpo pouco espessado (Moreira et al., 
2000; Reitz, 2003; Guimarães; Giordiano, 2004). 
Investigações fitoquímicas realizadas com espécies do gênero Piper têm 
conduzido ao isolamento de várias classes de compostos ativos, tais como: 
amidas, alcalóides, profenilfenóis, lignanas, neolignanas, terpenos, esteróides, 
chalconas, dihidrochalconas, flavonas e flavononas (Parmar et al., 1997). Silva 
e colaboradores (2007) demonstraram que os extratos das folhas e raízes de 
P. aduncum possuem atividade inseticida sobre adultos de Aetalion sp 
(cigarrinha). Os óleos essenciais das partes aéreas de plantas dessa espécie, 
coletadas em diferentes localidades da região Amazônica, apresentaram 
grandes concentrações do fenilpropanóide dilapiol, o qual foi considerado o 
responsável pelo efeito inseticida, relatado por Maia e colaboradores (1998). 
Outra espécie de relevante valor comercial é a P. hispidinervum por apresentar 
um óleo essencial rico em safrol, um fenilpropanóide, muito utilizado nas 
indústrias de cosméticos e inseticidas (Bergo et al., 2005). Recentemente, a 
atividade larvicida contra o Aedes aegypti do óleo essencial de quatro espécies 
de Piper da região Amazônica (P. gaudichaudianum, P. permucronatum, P. 
humaytanum e P. hostmanianum)  foi divulgada por Moraes e colaboradores 
(2007).  
O histórico do gênero Piper descrito por Parmar e colaboradores (1997), 
relata o uso de várias espécies para o tratamento de algumas enfermidades em 
 diferentes povos. Na China, algumas prescrições recomendam o uso das 
folhas de P. futokasura no tratamento de arritmias cardíacas e da asma. Na 
Jamaica, dores estomacais são tratadas com infusão das folhas de P. aduncum 
e P. hispidum. No México e no Brasil,  são utilizadas folhas de P. amalago para 
aliviar dores estomacais e no combate a diversas infecções. Folhas e talos de 
P. marginatum e P. tuberculatum são utilizadas, na Paraíba, contra picada de 
cobra e como sedativo (Chaves et al., 2006; Araújo-Júnior et al., 1999). 
 
1.3  Piper tuberculatum Jacq. 
 
A espécie P. tuberculatum (Figura 1) apresenta-se como arbustos com 2 
- 2,5 m de altura, e ramos pubérulos. As folhas possuem bainha alada, lâmina 
oblongo-elíptica ou ovado-elíptica, base assimétrica e ápice agudo, de textura 
papiráceo-membranácea, brilhante; nervuras ascendentes em número de 8-10 
pares, peninérveas, dispostas até o ápice da lâmina (Figura 2). As espigas são 
eretas, com 4-7 cm comprimento; bractéolas triangular-subpeltadas, 
marginalmente franjadas e a drupa é tetragonal, ovada ou subobovada, 
lateralmente comprimida (Guimarães; Giordiano, 2004). 
 
 
Figura 1. Frutos e folhas de P. tuberculatum, em seu ambiente natural (Cortesia Dra. 
Rosely Valéria Rodrigues). 
 
  
Figura 2. Ramo de P. tuberculatum com folhas e frutos (Rodrigues, 2009).   
 
Sua distribuição geográfica estende-se por todo Continente Americano e 
Antilhas. No Brasil, é encontrada nos estados do Amazonas, Rondônia, Pará, 
Maranhão, Piauí, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. 
Cresce em altitudes aproximadas aos 550 m, em encosta úmida, em capoeira e 
em locais brejosos.  
P. tuberculatum é conhecida popularmente como pimenta d’ardo, 
Jaborandi-falso, ou ainda como jamburana (Lorenzi; Matos, 2002; Guimarães; 
Giordiano, 2004). É uma planta medicinal utilizada popularmente como 
estimulante e carminativa (redução dos gases intestinais), além de sedativo, 
antídoto para veneno de cobra, dor de dente (Araújo-Júnior et al., 1999) e para 
problemas estomacais (Chaves et al., 2003). Recentemente, Cícero Bezerra 
Felipe e colaboradores (2007) demonstraram que a piplartina, um alcalóide 
isolado de P. tuberculatum, possui efeito sedativo e antidepressivo em 
camundongos. Além disso, estudos feitos por Bezerra e colaboradores (2007, 
2008) demonstraram que o referido composto tem a capacidade de inibir a 
proliferação de células leucêmicas, enquanto que a propriedade antitumoral de 
alcalóides de P. tuberculatum foi demonstrada quanto à sua atividade citotóxica 
em diferentes linhagens de células tumorais (Tsai et al., 2005). Além disso, a 
atividade antitumoral da piplartina está relacionada à inibição da taxa de 
proliferação tumoral, observada através da redução da reação com Ki67, um 
anticorpo monoclonal que identifica um antígeno nuclear associado às fases 
G1, S, G2 e M do ciclo celular, em tumores de animais tratados (Bezerra et al., 
2006). 
  
1.4  Dor 
 
A integridade dos organismos vivos é garantida através da interação de 
dois sistemas altamente especializados: o sistema imune e o sistema nervoso. 
O principal componente do sistema nervoso central, o encéfalo, tem a 
capacidade de receber e integrar as informações recebidas de todas as partes 
do organismo (Julius; Basbaum, 2001). Assim, o encéfalo tem a habilidade de 
recordar e detectar qualquer agressão. Considerando que em condições 
fisiológicas as atividades do sistema imune nunca atingem a consciência, a dor 
é o mecanismo utilizado pelo organismo como alerta sobre a presença de um 
estímulo agressor (Vanderah, 2007), e resulta em estratégias comportamentais 
complexas no intuito de evitar contato com tal estímulo (Latremoliere; Woolf, 
2009). A dor foi conceituada, em 1986, pela Associação Internacional para o 
Estudo da Dor (IASP) como uma “experiência sensorial e emocional 
desagradável associada a lesões reais ou potenciais, ou descrita em termos de 
tais lesões”. Portanto a dor possui um caráter fisiológico e outro 
subjetivo/psicológico, dependente de um processamento cognitivo e emocional 
no encéfalo (Julius; Basbaum, 2001). O componente fisiológico da dor é 
denominado nocicepção, que consiste na recepção dos estímulos nocivos 
pelos nociceptores – estruturas especializadas localizadas nas terminações 
dos neurônios sensoriais primários – que codificam e conduzem os sinais do 
estímulo nocivo aos centros superiores do SNC, onde ocorrerá a interpretação 
consciente da dor (Wall; Melzack, 1999; Julius; Basbaum, 2001). 
 As fibras aferentes primárias possuem características bastante distintas 
(por exemplo, limiares de ativação e sensibilidade) em relação a outras fibras 
sensoriais nervosas. As fibras Aβ, por exemplo, são mielinizadas e de alto 
calibre, responsáveis por detectar estímulos inócuos aplicados na pele, 
músculos e articulações, e por isso não estão, normalmente, relacionadas à 
transmissão dolorosa. Já as fibras C e Aδ, de menor calibre, estão 
relacionadas à transdução e condução do estímulo nociceptivo; enquanto as 
fibras C são não-mielinizadas, as fibras Aδ são pouco mielinizadas, possuindo 
maior velocidade de condução do impulso nervoso que as primeiras (Julius; 
Basbaum, 2001). Algumas características inerentes a cada fibra estão 
 apresentadas na Figura 3. Além disso, os nociceptores são considerados 
polimodais pela variedade de estímulos – químicos, mecânicos e térmicos – 
capazes de ativá-los (Costigan & Woolf, 2000; Julius & Basbaum, 2001). 
 
Fibras Aδ
Fibra C
Fibras Aα e Aβ
Mielinizada
Diâmetro grande
Propriocepção, toque leve
Levemente mielinizada
Diâmetro médio
Nocicepção (mecânica, térmica, química)
Não mielinizada
Diâmetro pequeno
Temperatura inócua, coceira
Nocicepção (mecânica, térmica, química)
Limiar térmico
nenhum
~ 53 °C Tipo I
~ 43 °C Tipo II
~ 43 °C
 
Figura 3. Diferentes tipos de fibras nervosas responsáveis pela condução do sinal da 
periferia ao SNC. Adaptado a partir de Julius; Basbaum, 2001. 
Entretanto, em algumas situações a dor não representa mais seu papel 
protetor, podendo surgir espontaneamente a partir de uma hipersensibilidade 
dolorosa, sendo provocada por estímulos normalmente inócuos – onde recebe 
o nome de alodínia –, ou ainda ser exagerada e prolongada frente um estímulo 
nocivo – por isso denominada hiperalgesia (Loeser; Treede, 2008). Esta 
hipersensibilidade dolorosa surge como resultado de uma sensibilização central 
e periférica, provocada por um estímulo nocivo persistente ou uma resposta 
inflamatória. Este evento induz plasticidade no sistema nervoso caracterizada 
por aumento no número de espinhos dendríticos, brotamento de novos botões 
sinápticos e aumento na expressão de alguns receptores presentes nos 
nociceptores, entre outros (Latremoliere; Woolf, 2009). Assim, a sensibilização 
é caracterizada por atividade espontânea dos neurônios, aumento da resposta 
a estímulos supraliminares e diminuição do limiar de ativação dos nociceptores, 
 induzidas pela plasticidade. Além disso, esse processo de sensibilização leva à 
ativação de nociceptores silenciosos, denominados assim por não se excitarem 
frente estímulos fisiológicos ou dolorosos (Woolf, 1989).  
O glutamato, um aminoácido excitatório, é o neurotransmissor 
predominante em todos os nociceptores – bem como na maioria das sinapses 
no SNC – e está diretamente envolvido com a propagação da informação 
dolorosa aos centros superiores (Julius; Basbaum, 2001; Beirith et al., 2002). 
Muitas dores clínicas persistentes são dependentes, pelo menos em parte, do 
aumento na eficácia sináptica da sinalização glutamatérgica nas vias 
nociceptivas (Bleakman et al., 2006). O glutamato exerce suas ações através 
de dois grupos distintos de receptores, um formado por receptores acoplados a 
canais iônicos – denominados ionotrópicos – e outro formado por receptores 
acoplados à proteína G – denominados metabotrópicos. Alguns autores 
sugerem que a plasticidade sináptica associada à sensibilização central 
depende principalmente das alterações induzidas nas propriedades biofísicas 
dos receptores ionotrópicos de glutamato (por exemplo, receptores AMPA e 
NMDA) (Ji et al., 2003; Borsook et al., 2007).  
A sensibilização dos nociceptores ocorrida, por exemplo, em casos de 
mudança de temperatura (estímulo nocivo térmico), diferença osmótica ou 
distensão do tecido (estímulo nocivo mecânico), resulta da liberação local de 
mediadores químicos tais como a bradicinina, prótons, metabólitos do ácido 
araquidônico, ATP, citocinas, aminoácidos excitatórios, opióides, entre outros 
(Julius; Basbaum, 2001; Rocha et al., 2007). Estes mediadores interagem com 
receptores específicos, levando à propagação do sinal nociceptivo graças ao 
aumento na permeabilidade da membrana neuronal aos cátions e consequente 
geração do potencial de ação (Raja et al., 1999; Costigan; Woolf, 2000). É 
importante ressaltar que estes mediadores podem ser liberados não somente 
pelos neurônios sensoriais, mas também por fibras do sistema nervoso 
autônomo simpático e células não neuronais como plaquetas, células 
endoteliais, fibroblastos, células de Schwann e células inflamatórias (Besson, 
1997).  
Quando o estímulo provoca a lesão tecidual, há o desencadeamento do 
processo inflamatório. As células lesadas liberam enzimas de seu interior, que 
no ambiente extracelular degradam ácidos graxos de cadeia longa e atuam 
 sobre os cininogênios, dando origem à formação de cininas. As cininas são 
pequenos polipeptídeos da α2-calicreína presente no plasma ou nos líquidos 
orgânicos. A calicreína, uma enzima proteolítica que é ativada pela inflamação, 
atua imediatamente sobre a α2-globulina, liberando a cinina denominada 
calidina, que é, assim, convertida em bradicinina por enzimas teciduais 
(cininases). Uma vez formada, a bradicinina provoca intensa dilatação arteriolar 
e aumento da permeabilidade capilar, contribuindo para a propagação da 
reação inflamatória (Regoli et al., 1998; Rocha et al., 2007). Quando outra 
enzima, a fosfolipase A, age sobre a membrana celular, provoca a liberação de 
ácido araquidônico, que ao ser metabolizado por ciclooxigenases e/ou 
lipoxigenases produz prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas (O’Banion, 
1999). Estes mediadores, a bradicinina e principalmente a prostaglandina E2, 
causam alterações em receptores específicos (receptores TRP) acoplados a 
canais iônicos ativados por ligantes via ativação do AMPc, e das proteínas 
quinases A (PKA) e C (PKC), reduzindo o tempo pós-hiperpolarização da 
membrana neural, reduzindo o limiar de excitabilidade dos nociceptores (Rocha 
et al., 2007). 
Os receptores TRP, sigla para transient receptor potential, constituem 
uma família de canais catiônicos localizados nos terminais periféricos dos 
nociceptores e responsáveis pela detecção do estímulo nocivo, uma vez que 
sua ativação contribui para a geração do potencial de ação necessário para 
transmissão da informação nociceptiva (Tominaga, 2007). Além disso, estes 
receptores possuem a capacidade de detectar temperaturas frias ou quentes, 
particularmente temperaturas nocivas (abaixo de 17 °C ou acima de 43 °C), 
sendo a maioria ativada por substâncias naturais (Cortright et al., 2007). 
Nas últimas décadas, embora tenha ocorrido significante progresso 
científico na elucidação da neurobiologia da transmissão dolorosa, 
especialmente pela aplicação de técnicas modernas de eletrofisiologia e 
biologia molecular, é grande a necessidade e procura por analgésicos mais 
eficazes para uso clínico, com o menor número possível de efeitos colaterais 
(Calixto et al., 2000). 
Recentemente, foi demonstrado o efeito antinociceptivo do extrato bruto, 
frações e três compostos obtidos a partir dos frutos de P. tuberculatum sobre a 
nocicepção visceral induzida por ácido acético (Rodrigues et al., 2009). Dentre 
 os compostos, o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC), o composto 
isolado mais potente entre os tratamentos testados, foi 7.700 vezes mais 
potente que ácido acetil salicílico (aspirina), um anti-inflamatório não-esteroidal 
bastante utilizado na clínica.  
Considerando a potência do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico 
observada no estudo mencionado, além da necessidade de se encontrar novos 
fármacos mais potentes e eficazes no tratamento da dor, este trabalho busca 
estender os dados até agora presentes na literatura, bem como elucidar alguns 
mecanismos de ação deste composto isolado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
 Avaliar a atividade antinociceptiva do ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico (TMDC), extraído dos frutos de Piper tuberculatum, em 
modelos experimentais que utilizam estímulos químicos, mecânicos e térmicos 
em camundongos e ratos, bem como elucidar alguns dos possíveis 
mecanismos de ação envolvidos nesta atividade. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 Verificar a atividade antinociceptiva do TMDC nos modelos de 
nocicepção química induzida por formalina e glutamato em 
camundongos; 
 Verificar o efeito do TMDC em modelos de hiperalgesia térmica 
(método Hargreaves) e mecânica (modelo Randall-Selitto), 
induzidas por diferentes agentes algogênicos, em ratos; 
 Verificar a participação do sistema de cininas, em especial a 
bradicinina, no efeito antinociceptivo do TMDC, em camundongos e 
ratos; 
 Verificar a participação de receptores TRP, especificamente TRPV1, 
TRPA1 e TRPM8, no efeito antinociceptivo do TMDC em 
camundongos; 
 Verificar o possível efeito sedativo ou músculo-relaxante do TMDC 
em camundongos, submetidos aos testes de campo aberto e da 
barra giratória. 
 
 
 
 
 
 
 
 3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Material botânico 
3.1.1 Coleta e identificação 
Os frutos de Piper tuberculatum foram coletados em setembro de 2005 
no município de Porto Velho, Rondônia, Brasil. A identificação botânica da 
planta foi realizada no herbário do Instituto de Pesquisa da Amazônia (INPA), 
onde um exemplar encontra-se depositado sob o número 211724. 
 
3.1.2 Preparação da fração e isolamento do composto 
Os frutos devidamente secos e triturados (1,1 Kg) foram extraídos com 
etanol (3 L x 3) à temperatura ambiente. O extrato etanólico foi concentrado 
sob pressão reduzida e forneceu 36,0 g de resíduo de coloração marrom. Parte 
deste material (30,0 g) foi adsorvido em sílica gel (90,0 g) e a mistura, sob a 
forma de pasta, foi colocada em uma coluna cromatográfica e eluída com 
hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol:água 85:15, 
obtendo-se os eluatos (frações) com os respectivos rendimentos: 22,9% para o 
eluato hexânico,  21,3% para o eluato diclorometano,  22,3% do eluato acetato 
de etila, 30,0% no eluato metanólico  e  2,4% para o eluato metanol:água. A 
partir da fração acetato de etila (5,13 g), aplicada em coluna de sílica gel 
utilizando como fase móvel hexano, hexano/clorofórmio, clorofórmio, 
clorofórmio/metanol e metanol, em polaridade crescente, obteve-se 4,49% de 
um sólido branco amorfo. Após análises dos espectros de RMN 1H e 13C uni e 
bidimensional, espectros de massas e a comparação dos dados de RMN 1H e 
13C da literatura (Facundo et al., 2005), foi possível propor a estrutura do ácido 
3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico {3,4,5-trimethoxydyhydrocinnamic acid} 
(TMDC, Figura 4). 
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 Figura 4. Estrutura química do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC), extraído 
dos frutos de P. tuberculatum. 
 
 
3.2 Animais 
 Foram utilizados camundongos Swiss (30-40g) e ratos Wistar (180-
250g) de ambos os sexos, obtidos do Biotério Central da UFSC, aclimatados a 
22 ± 2 °C em ciclo claro/escuro de 12 h (luzes aces as às 7 h), e tratados com 
água e ração ad libitum. Os animais foram mantidos no laboratório 1 h antes da 
realização dos experimentos para aclimatação. Todos os experimentos foram 
conduzidos de acordo com as normas internacionais para o estudo com 
animais de laboratório, e o número de animais e a intensidade do estímulo 
nocivo usados foram o mínimo necessário para demonstrar efeitos consistentes 
dos tratamentos (Zimmermann, 1983). Os experimentos conduzidos neste 
estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da UFSC, 
sob o protocolo 23080.003593/2008-84. 
 
3.3 Avaliação da atividade antinociceptiva 
 
3.3.1 Nocicepção induzida pela formalina em camundongos 
Para confirmação do efeito antinociceptivo do TMDC, foi utilizado o teste 
de nocicepção induzida pela formalina, que permite avaliar a nocicepção de 
origem neurogênica (estimulação direta dos neurônios nociceptivos; 1º fase, 0–
5 min) e a nocicepção de origem inflamatória (caracterizada pela liberação de 
mediadores envolvidos na inflamação; 2º fase, 15–30 min). O procedimento 
utilizado foi similar ao descrito anteriormente (Hunskaar; Hole, 1987). Os 
animais receberam 20 µl de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeído) na região 
intraplantar (i.pl.)da pata posterior direita. O tempo em que o animal 
permaneceu lambendo e/ou mordendo a pata injetada com formalina foi 
cronometrado, sendo este comportamento considerado como indicativo de 
nocicepção. Os animas foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com o 
composto isolado TMDC (0,03 – 3 mg/kg), ou apenas salina (grupo controle, 10 
ml/kg), 30 min antes da injeção irritante. 
 
3.3.2 Nocicepção induzida por glutamato em camundongos 
 Através desse modelo, pretendeu-se analisar a possível ação 
modulatória do composto TMDC sobre a nocicepção induzida por glutamato 
(20 µmol/pata), sendo este neurotransmissor um dos mais importantes na 
transmissão nociceptiva (Beirith et al., 2002).  Os animais foram tratados com o 
composto TMDC (0,1 – 30 mg/kg) ou salina (grupo controle, 10 ml/kg) via i.p. 
30 min antes de receberem a injeção de 20 µl de glutamato tamponado na pata 
posterior direita. O tempo em que o animal permaneceu lambendo e/ou 
mordendo a pata injetada foi cronometrado durante 15 min, sendo este tempo 
considerado como indicativo de nocicepção. Os procedimentos utilizados foram 
similares aos descritos anteriormente (Beirith et al., 2002). 
 
3.4 Hiperalgesia mecânica e térmica em ratos 
O possível efeito anti-hiperalgésico mecânico e térmico do composto 
TMDC foi avaliado utilizando os métodos descritos por Randall e Selitto (1957) 
e Hargreaves e colaboradores (1988), respectivamente. O peso no 
analgesíometro variou de 0 a 750 g e o limiar nociceptivo foi expresso como 
carga tolerada (em g). Para o limiar nociceptivo térmico os ratos foram 
habituados ao ambiente aproximadamente 10 min antes da realização do teste, 
e as latências de retirada da pata expostas à fonte radiante (radiação 
infravermelha) foram registradas automaticamente. O tempo de corte utilizado 
para o experimento foi de 20 s, para evitar possíveis danos teciduais. Os ratos 
foram tratados com 100 µl de carragenina (Cg, 300 ng/pata), bradicinina (BK, 3 
nmol/pata), prostaglandina E2 (PGE2, 10 nmol/pata), forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA, 100 µmol/pata), ou somente salina (100 µl/pata), na região 
intraplantar da pata posterior direita. A hiperalgesia foi avaliada 4 horas após a 
injeção de Cg e 30 min após a injeção das demais substâncias. No modelo de 
hiperalgesia induzida por BK, os animais foram pré-tratados com inibidor da 
enzima conversora da angiotensina, captopril (5 mg/kg, i.p.), 1 hora antes dos 
experimentos, para prevenir a degradação da BK (Otuki et al., 2005). Os 
animais foram pré-tratados com o TMDC (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) ou salina (grupo 
controle, 10 ml/kg, i.p.), 30 min antes da administração dos agentes irritantes. 
 
3.5 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico na nocicepção induzida 
pela bradicinina administrada por diferentes vias 
  
O possível efeito do composto TMDC sobre a ação periférica de 
mediadores inflamatórios, em especial a bradicinina (BK), foi analisado através 
da injeção de BK na parte ventral da pata posterior direita (adaptado de 
Ferreira et al., 2004). Os animais (ratos Wistar) foram pré-tratados com TMDC 
(0,1 – 10 mg/kg, i.p.) ou salina (10 ml/kg, i.p.) 30 min antes da injeção de 100 µl 
de BK (3 nmol/pata) na região plantar da pata posterior direita e foram 
ambientados individualmente em funis de vidro, sendo avaliado o tempo em 
que o animal permaneceu sacudindo (flinching) a pata injetada durante 10 min. 
Com o objetivo de avaliar o envolvimento de receptores para a BK em nível 
central no efeito antinociceptivo do TMDC, 0,1 µg/sítio de BK foi administrado 
via intratecal (i.t.) em camundongos, conforme descrito por Hylden e Wilcox 
(1980), sendo o comportamento de lamber e/ou morder a região do corpo 
posterior ao local da injeção (entre as vértebras L5 e L6) considerado como 
indicativo de nocicepção e contabilizado durante 10 min. Os animais foram 
previamente tratados com o composto TMDC (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) ou salina 
(10 ml/kg, i.p.) (grupo controle). 
 
3.6 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a nocicepção 
induzida por agonistas de canais TRP 
3.6.1 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 
camundongos 
 A fim de verificar a participação dos receptores TRPV1 na 
antinocicepção induzida pelo TMDC, os animais receberam injeção i.pl. de 
capsaicina (1,6 µg/pata, 20 µl), e o tempo em que o animal permaneceu 
lambendo e/ou mordendo a pata injetada foi considerado como indicativo de 
nocicepção (Santos; Calixto, 1997). Os animais foram pré-tratados com o 
composto TMDC (0,0001 – 1 mg/kg) ou salina (grupo controle, 10 ml/kg), 30 
min antes da injeção de capsaicina. Após receberem o estímulo, os animais 
foram colocados individualmente em funis de vidro, e a nocicepção foi 
cronometrada cumulativamente durante 5 min.  
 
3.6.2 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de cinamaldeído em 
camundongos 
  A fim de verificar a participação dos receptores TRPA1 na 
antinocicepção promovida pelo TMDC, foi realizado o modelo de nocicepção 
induzida por cinamaldeído (agonista de receptores TRPA1), descrito por 
Andrade e colaboladores (2008). Decorridos 30 min do tratamento com o 
TMDC (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) ou salina (10 ml/kg, i.p.; grupo controle), os 
animais receberam 20 µl de solução de cinamaldeído (10 nmol/pata, i.pl.) na 
pata traseira direita. Após, os animais foram colocados individualmente em 
funis de vidro transparentes, sendo que o tempo em que o animal permaneceu 
lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado por um período de 5 
min e considerado como índice de nocicepção. 
3.6.3 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de mentol em 
camundongos 
Para avaliar a participação de receptores TRPM8 na atividade 
antinociceptiva do TMDC, foram realizados experimentos de nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de mentol (agonista de receptores TRPM8), 
(Freitas, 2009).  Decorridos 30 min do tratamento com o TMDC (0,1 – 10 
mg/kg, i.p.) ou salina (grupo controle; 10 ml/kg, i.p.), os animais receberam 20 
µl de solução de mentol (1%, i.pl.) na pata traseira direita. Após, os animais 
foram colocados individualmente em funis de vidro transparentes, sendo que o 
tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada foi 
cronometrado por um período de 20 min e considerado como índice de 
nocicepção.  
 
3.7 Efeito sobre a atividade locomotora de camundongos 
Visando verificar um possível efeito sedativo ou músculo-relaxante do 
composto TMDC, os animais foram submetidos ao teste da barra giratória 
(Santos et al., 1999) e do campo aberto (Rodrigues et al., 1996). O teste do 
campo aberto consiste em uma caixa retangular (40 cm x 50 cm x 60 cm), cujo 
chão é dividido em 12 quadrados de mesma área. O número de cruzamentos 
efetuados com as quatro patas foi cumulativamente contado durante 6 min. O 
teste da barra giratória foi conduzido no aparelho Rota Rod (Ugo Basile, 
Modelo 7600), que consiste numa barra com 2,5 cm de diâmetro, subdividida 
 em quatro compartimentos por discos de 25 cm de diâmetro. A barra é dotada 
de rotação constante (21 rotações/minuto), sendo mensurado o tempo em que 
o animal permaneceu na barra por três períodos consecutivos de 60 s. Em 
ambos os experimentos, os animais foram pré-tratados com TMDC (0,1 – 10 
mg/kg, i.p.) ou salina (10 ml/kg, i.p.), 30 min antes de serem submetidos aos 
testes. 
 
3.8 Análise estatística 
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média 
(EPM), exceto as DI50 (doses do composto isolado capazes de reduzir 50% da 
resposta nociceptiva quando comparado com o grupo controle), que são 
apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus respectivos 
limites de confiança em nível de 95%. As DI50 foram estimadas a partir de 
experimentos individuais utilizando o método de regressão não-linear através 
do programa “Graph Pad Prism” (2005, San Diego, CA). A análise estatística 
dos resultados foi realizada por meio de análise de variância (ANOVA), seguido 
pelo teste de múltipla comparação utilizando o método de Newman Keuls, para 
os dados paramétricos. Valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de 
significância.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 RESULTADOS 
 
4.1 Avaliação da atividade antinociceptiva do ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico 
4.1.1 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
nocicepção induzida pela formalina 
 Na Figura 5 pode-se observar a ação do TMDC sobre a nocicepção 
induzida pela injeção intraplantar de formalina. O TMDC (0,03 – 3 mg/kg, i.p.) 
inibiu de forma dependente da dose a nocicepção de origem neurogênica 
(Figura 5A), porém não foi capaz de alterar a fase inflamatória da nocicepção 
induzida pela formalina (Figura 5B). A DI50 calculada para a 1a fase foi de 0,20 
(0,14 – 0,29) mg/kg e inibição de 72 + 5% na dose de 3 mg/kg.  
 C 0,03 0,1 0,3 1 30
20
40
60
80
100
TMDC (mg/kg, i.p.)
***
***
***
***
***
A
Te
m
po
 
de
 
re
aç
ão
 
(s)
C 0,03 0,1 0,3 1 30
100
200
300
400
TMDC (mg/kg, i.p.)
B
Te
m
po
 
de
 
re
a
çã
o
 
(s)
Figura 5: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum 
administrado em camundongos na nocicepção de origem neurogênica (A) e inflamatória (B) 
induzida pela formalina (2,5%, i.pl.). Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão 
das médias (n= 5 a 10). A comparação entre os grupos foi realizada através da análise da 
variância (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. Diferente do grupo controle (C): *** p < 
0,001. 
 
4.1.2 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
nocicepção induzida pelo glutamato 
 A Figura 6 mostra que o TMDC (0,1 – 30 mg/kg) foi capaz de inibir de 
maneira significativa a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 
glutamato tamponado em camundongos, com inibição de 42 + 10% na dose de 
10 mg/kg quando comparado ao grupo controle (C).  
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Figura 6: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum 
administrado em camundongos, na nocicepção induzida por glutamato tamponado (1,6%, i.pl.). 
Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10). A 
comparação entre os grupos foi realizada através da análise da variância (ANOVA) seguida do 
teste de Newman Keuls. Diferente do grupo controle: ** p < 0,01 e * p < 0,05. 
  
4.2 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
hiperalgesia térmica e mecânica em ratos 
Nos testes de hiperalgesia térmica e mecânica, o TMDC foi capaz de 
reverter completamente a hiperalgesia induzida pela injeção de BK (Figura 7 A-
B), alcançando inibição de 89 ± 11% e 99 ± 1% nas hiperalgesias térmica e 
mecânica, respectivamente. Além disso, o TMDC foi capaz de reduzir a 
hiperalgesia induzida pela injeção de PMA (Figura 7 C-D), com inibição de 61 ± 
8% na hiperalgesia térmica e 46 ± 10% na hiperalgesia mecânica.  
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Figura 7: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum na 
hiperalgesia térmica (A,C) e mecânica (B,D) induzidas pela bradicinina (BK; A-B) e PMA (C-D), 
em ratos. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 6). A 
comparação entre os grupos foi realizada através da análise da variância (ANOVA) seguida do 
teste de Newman Keuls. Diferente do grupo controle: *** p < 0,0001, ** p < 0,01 e * p < 0,05. 
Diferente do grupo salina: # p < 0,05. 
 
Contudo, o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico não reverteu o efeito 
hiperalgésico induzido pela prostaglandina E2 (Figura 8 A-B) e pela Cg (Figura 
8 C-D). 
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Figura 8: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum na 
hiperalgesia térmica (A,C) e mecânica (B,D) induzidas pela prostaglandina E2 (PGE2; A-B) e 
carragenina (Cg; C-D), em ratos. Os resultados estão expressos como médias ± erro padrão das 
médias (n= 6). A comparação entre os grupos foi realizada através da análise da variância 
(ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. Diferente do grupo salina: # p < 0,05. 
 
4.3 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico na nocicepção induzida 
pela bradicinina administrada por diferentes vias 
O TMDC, administrado sistemicamente, não foi capaz de inibir a 
nocicepção espontânea induzida pela administração i.pl. de bradicinina na pata 
de ratos (Figura 9). O comportamento nociceptivo (flinching) foi contabilizado 
durante 10 min. 
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 Figura 9: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum na 
nocicepção induzida pela bradicinina (3 nmol, i.pl.) em ratos. Os resultados estão expressos 
como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10).  
Contudo, o TMDC foi capaz de inibir a resposta nociceptiva induzida 
pela injeção intratecal de bradicinina, alcançando inibição de 67 ± 11% na 
maior dose testada e DI50 de 4,66 (1,58 – 13,75) mg/kg (Figura 10). 
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Figura 10: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico isolado de P. tuberculatum na 
nocicepção induzida pela bradicinina (i.t.) em camundongos. Os resultados estão expressos 
como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10). A comparação entre os grupos foi 
realizada através da análise da variância (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. 
Diferente do grupo controle: ** p < 0,01. 
 
4.4 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a nocicepção 
induzida por agonistas de canais TRP 
4.4.1 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
nocicepção induzida pela capsaicina 
No teste da capsaicina, o TMDC (0,0001 – 1 mg/kg) apresentou uma 
inibição igual a 63 ± 6% na maior dose testada, e DI50 de 0,29 (0,17 – 0,49) 
mg/kg (Figura 11). 
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Figura 11: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum 
na nocicepção induzida pela capsaicina (1,6%, i.pl.) em camundongos. Os resultados estão 
expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10). A comparação entre os grupos 
foi realizada através da análise da variância (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. 
Diferente do grupo controle: *** p < 0,001 e * p < 0,05. 
 
4.4.2 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
nocicepção induzida pelo cinamaldeído 
No teste de nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 
cinamaldeído, o TMDC não foi capaz de inibir o comportamento nociceptivo 
decorrente da ativação direta dos receptores TRPA1, como pode ser 
observado na Figura 12. 
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Figura 12: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum 
na nocicepção induzida pelo cinamaldeído (10 nmol/pata, i.pl.) em camundongos. Os 
resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10). 
 
 4.4.3 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre a 
nocicepção induzida pelo mentol 
O TMDC, administrado via i.p., não foi capaz de inibir o comportamento 
nociceptivo induzido pela injeção i.pl. de mentol, agonista de receptores 
TRPM8, como pode ser observado na Figura 13. 
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Figura 13: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum 
na nocicepção induzida pelo mentol (1%, i.pl.) em camundongos. Os resultados estão 
expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 10).  
 
4.5 Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico sobre o 
desempenho motor no teste de atividade espontânea de camundongos 
O tratamento dos animais com doses do TMDC (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) 
que apresentaram significativo efeito antinociceptivo nos modelos de 
nocicepção mostrados anteriormente, não provocou alterações na atividade 
locomotora dos animais submetidos aos testes de campo aberto e barra 
giratória, conforme os resultados apresentados na Figura 14. 
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Figura 14: Efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico (TMDC) isolado de P. tuberculatum  
nos testes da barra giratória (A) e campo aberto (B) realizados com camundongos. Os 
resultados estão expressos como médias ± erro padrão das médias (n= 5 a 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
5  DISCUSSÃO 
 
 Este trabalho demonstrou que o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico, um 
composto isolado dos frutos de P. tuberculatum, administrado sistemicamente, 
apresenta significativo efeito antinociceptivo quando analisado em diferentes 
modelos de nocicepção química, térmica e mecânica, em ratos em 
camundongos. 
Recentemente, Rodrigues e colaboradores (2009) reportaram o efeito 
antinociceptivo do extrato bruto, frações e três alcalóides obtidos a partir dos 
frutos de P. tuberculatum sobre a nocicepção visceral induzida por ácido 
acético, demonstrando que o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico possui uma 
atividade antinociceptiva significativa neste modelo. O modelo de contorções 
abdominais induzidas pela administração de ácido acético na cavidade 
peritoneal é descrito como um modelo típico de nocicepção inflamatória 
visceral, amplamente utilizado como ferramenta para detecção e avaliação de 
novos agentes – naturais ou sintéticos – com propriedades analgésicas e anti-
inflamatórias (Collier et al., 1968; Tjølsen & Hole, 1997). Por induzir a liberação 
de mediadores inflamatórios, como prostaglandinas, bradicinina, interleucinas e 
substância P (Collier et al., 1968; Vineger et al., 1979; Ribeiro et al., 2000; 
Ikeda et al., 2001), excita os nociceptores, aumentando a liberação de 
aspartato e glutamato no fluído cérebro-espinhal (Feng et al., 2003; Zhu et al., 
2004). Em função disto, este modelo apresenta uma boa sensibilidade, embora 
pouca especificidade, sendo sensível a agentes anti-inflamatórios, analgésicos, 
relaxantes musculares e sedativos (Feng et al., 2003). 
 Assim, optou-se por iniciar o presente estudo através do modelo de 
nocicepção induzida pela formalina, desenvolvido a mais de 30 anos para 
analisar drogas analgésicas em animais de laboratório, e que consiste na 
injeção de solução de fomaldeído na superfície plantar da pata posterior direita 
do animal (Dubuisson & Dennis, 1977). Este modelo permite avaliar dois tipos 
distintos de nocicepção: a primeira de origem neurogênica – ou seja, 
provocada pela ativação direta dos nociceptores – e a segunda de origem 
inflamatória, resultado da sensibilização dependente da atividade dos 
neurônios do SNC no corno da medula espinhal (Tjølsen et al., 1992). O 
 tratamento dos animais com o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico foi capaz de 
reverter, de forma dependente da dose, a primeira fase da nocicepção induzida 
pela injeção intraplantar de formalina, porém não alterou a resposta nociceptiva 
dos animais durante a segunda fase deste modelo. Estudos demonstram que 
este modelo de nocicepção é resistente à maioria dos anti-inflamatórios não-
esteroidais, enquanto é sensível ao tratamento com dipirona, opióides como a 
morfina e fármacos que antagonizam os receptores de substância P e 
glutamato (Sakurada et al., 1992; Santos; Calixto, 1997). 
 Podemos observar no presente estudo que o tratamento dos animais 
com o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico também foi capaz de inibir a 
nocicepção induzida pela injeção intraplantar de glutamato na pata de 
camundongos. O glutamato e seus receptores compreendem o sistema de 
neurotransmissores excitatórios mais importantes do sistema nervoso de 
mamíferos. Vários estudos demonstram que a resposta nociceptiva induzida 
pelo glutamato envolve sítios periféricos, espinhais e supra-espinhais, tendo 
ação amplamente mediada pela ativação de receptores NMDA e não-NMDA, 
assim como pela liberação de óxido nítrico ou por algumas vias de transmissão 
moduladas por nitro derivados (Beirith et al., 2002, 2003; Rosa et al., 2005). 
Além disso, está bem estabelecido na literatura que os receptores de 
aminoácidos excitatórios estão envolvidos na transmissão da informação 
aferente primária nociceptiva, tanto no desenvolvimento como na manutenção 
da resposta dolorosa (Beirith et al., 2002; Bleakman et al., 2006). Desta forma, 
a diminuição do comportamento nociceptivo induzido pelo glutamato em 
camundongos, observado após o tratamento dos animais com ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico, pode estar associada à interação deste com o 
sistema glutamatérgico, ou ainda com a inibição da produção de óxido nítrico 
(Ferreira et al., 1999; Beirith et al., 2003). 
 Muitos pacientes acometidos de dor também apresentam quadros de 
hipersensibilidade – ou hiperalgesia – caracterizados pela diminuição do limiar 
nociceptivo e associados à sensibilização das fibras sensoriais nociceptivas 
pelo aumento na secreção de mediadores inflamatórios (Julius; Basbaum, 
2001). O efeito do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico em modelos de 
hiperalgesia térmica e mecânica foi verificado após a administração de 
diferentes agentes algogênicos, e pode-se observar que o pré-tratamento dos 
 animais com o composto reverteu completamente a hiperalgesia induzida pela 
injeção de bradicinina. Vários mediadores inflamatórios produzem nocicepção 
sensibilizando fibras sensoriais periféricas e centrais, por meio da ativação de 
proteínas quinases, como proteína quinase A (PKA), proteína quinase C (PKC) 
e proteínas ativadas por mitógeno (MAPK) (Scholz; Woolf, 2002). Sabe-se que 
a hiperalgesia (bem como a nocicepção espontânea) induzida pela bradicinina 
é provocada pela ativação indireta da PKC, bem como pela sensibilização de 
receptores TRPV1, modulando a liberação de vários mediadores (Ferreira et 
al., 2004). Interessantemente, o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico também 
foi capaz de reverter a hiperalgesia induzida pelo PMA, um ativador direto da 
PKC. 
 Vários estudos de eletrofisiologia, farmacologia e biologia celular 
sugerem que a bradicininas, através da interação com receptores B1 e B2, 
desempenham papel importante no controle de processos dolorosos (Ferreira 
et al., 2002), sendo este último constitutivamente expresso, enquanto a 
expressão do receptor B1 é induzida mediante ativação do sistema de citocinas 
(Regoli et al., 1998). O tratamento dos animais com o ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico não foi capaz de inibir a nocicepção espontânea 
induzida pela injeção intraplantar de bradicinina em ratos. Porém, quando 
administrada intratecalmente em camundongos, a bradicinina induz 
comportamento nociceptivo que é reduzido significativamente após o 
tratamento com o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico, na maior dose utilizada. 
Estudos in vitro identificaram os receptores B1 e B2 nos terminais de neurônios 
sensoriais na medula espinhal (Steranka et al., 1988; Wotherspoon; Winter, 
2000), e a ativação destes receptores é capaz de despolarizar neurônios em 
preparações de medula espinhal (Dunn; Rang, 1990; Pesquero et al., 2000), 
induzindo a liberação de neuropeptídeos (Andreeva; Rang, 1993; Wang; 
Fiscus, 1997) que contribuem para a propagação e manutenção do processo 
doloroso. Assim, sugere-se que o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico não age 
diretamente sobre os receptores periféricos de bradicinina, mas pode exercer 
seu efeito através da interação com os receptores centrais, ou ainda modular a 
atividade de mediadores produzidos após sua ativação. 
A participação dos receptores TRP – especificamente TRPV1, TRPA1 e 
TRPM8 – no efeito antinociceptivo do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico foi 
 analisado através da injeção intraplantar de agonistas dos receptores 
mencionados – capsaicina, cinamaldeído e mentol, respectivamente 
(Patapoutian et al., 2009). Os membros da família de receptores de potencial 
transitório (TRP) estão envolvidos em vários processos fisiológicos e 
patológicos (Bautista et al., 2006). O receptor vanilóide (TRPV1) é expresso 
principalmente em neurônios sensoriais periféricos (fibras C e Aδ) sendo 
ativado por diferentes estímulos dolorosos, incluindo prótons, calor, alguns 
mediadores lipídicos e compostos vanilóides como a capsaicina, o princípio 
pungente da pimenta vermelha (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998, 
Zygmund et al., 1999; Hwang et al., 2000). O TRPV1 esta envolvido na 
nocicepção, contribuindo tanto na integração como na detecção de estímulos 
químicos e térmicos (Caterina et al., 2000). Também já foi demonstrado que o 
receptor TRPV1 é ativado pela bradicinina de forma independente do receptor 
de bradicinina, sendo que a sensibilização pela bradicinina ocorre através dos 
sistemas de sinalização das proteínas PKC e PKA (Bandell et al., 2004; Wang 
et al., 2008). Neste estudo, o tratamento dos animais com o ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico foi capaz de inibir significativamente e de forma 
dependente da dose a nocicepção induzida pela capsaicina, um agonista de 
canais TRPV1. 
O receptor TRPA1 foi caracterizado como um termorreceptor de frio 
nocivo (Story et al., 2003). É seletivamente expresso em fibras sensoriais 
peptidérgicas que também expressam TRPV1, o que explica seu possível 
papel no processo nociceptivo (Story et al., 2003; Bautista et al., 2005). Além 
disso, McNamara e colaboradores (2007) demonstraram que a formalina ativa 
as fibras aferentes primárias por meio da ativação direta de canais TRPA1, 
sendo esta ativação responsável pela primeira fase da nocicepção induzida 
pela injeção intraplantar de formalina. Os dados publicados no presente estudo 
demonstram que o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico foi capaz de inibir 
significativamente a primeira fase da nocicepção induzida pela formalina, 
porém não foi capaz de inibir a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 
cinamaldeído, um agonista direto de canais TRPA1. Assim, sugere-se que o 
ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico não atue diretamente sobre os agonistas 
de canais TRPA1, mas sim sobre outros mecanismos desencadeados pela 
administração de formalina, uma vez que a administração de cânfora, um 
 antagonista de canais TRPA1, não foi capaz de reverter completamente a 
primeira fase da nocicepção induzida pela formalina (dados não publicados).  
Recentemente, nosso grupo de trabalho (Freitas, 2009) demonstrou que 
a ativação dos receptores TRPM8, através da injeção intraplantar de mentol, 
promove dor espontânea em camundongos. No presente estudo, o tratamento 
dos animais com o ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico não foi capaz de inibir a 
resposta nociceptiva induzida pela injeção de mentol.  
O efeito antinociceptivo do ácido 3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico em 
camundongos não está relacionado a algum efeito sedativo e músculo-
relaxante, observados nos testes de campo aberto e da barra giratória. Estes 
resultados sugerem que este composto, nas doses que produz efeito 
antinociceptivo nos modelos de nocicepção citados anteriormente, não produz 
efeito inespecífico tanto no sistema nervoso central como periférico. 
 Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que o ácido 
3,4,5-trimetoxidihidrocinâmico consegue modular negativamente os 
mecanismos desencadeados pela sensibilização/ativação dos canais TRPV1, 
possivelmente através da interação com os receptores centrais de bradicinina e 
conseqüente ativação da PKC. Além disso, sugerem a participação do sistema 
glutamatérgico nesta atividade. Porém, estudos adicionais são necessários 
para confirmação destas hipóteses, bem como para elucidação dos 
mecanismos de ação envolvidos na atividade antinociceptiva do ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSÕES 
  
Os resultados apresentados neste trabalho mostram que: 
1. O TMDC possui significante efeito antinociceptivo sobre a 
nocicepção de origem neurogênica induzida pela formalina e sobre a 
nocicepção induzida pelo glutamato, em camundongos; 
2. O TMDC reverte significativamente as hiperalgesias térmicas e 
mecânicas induzidas pela administração de BK e PMA em ratos; 
3. O TMDC inibe significativamente a nocicepção induzida pela injeção 
i.t. de bradicinina em camundongos; 
4. O TMDC possui pronunciado efeito antinociceptivo e dependente da 
dose no modelo de nocicepção induzida pela administração de 
capsaicina, um agonista do receptor TRPV1; 
5. A antinocicepção do TMDC em camundongos não está relacionada a 
algum efeito sedativo e músculo-relaxante, observados nos testes de 
campo aberto e da barra giratória;  
 
Em síntese, o presente estudo demonstrou que o ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico  isolado de P. tuberculatum realmente apresenta um 
importante efeito antinociceptivo em vários modelos animais de nocicepção que 
 utilizam estímulos térmico, químico e mecânico. O mecanismo de ação não 
está completamente elucidado; contudo, neste estudo foi demonstrado que o 
composto pode modular as respostas nociceptivas induzidas pela ativação de 
receptores e canais iônicos importantes na transmissão dolorosa. Neste 
sentido, os dados apresentados neste estudo sugerem que o ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico contribui significativamente para o efeito da P. 
tuberculatum. Assim, tanto a P. tuberculatum quanto o ácido 3,4,5-
trimetoxidihidrocinâmico podem constituir-se em produtos importantes para o 
desenvolvimento de medicamentos úteis para a intervenção e controle da dor. 
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